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iCLIP individual nucleotide reso-
lution UV crosslinking and
immunoprecipitation




RNA ribonucleic acid ribonukleinska kislina
mRNA messenger RNA informacijska RNA
pre-mRNA precursor mRNA prekurzorska mRNA
DNA deoxyribonucleic acid deoksiribonukleinska kislina
cDNA complementary DNA komplement DNA

Povzetek
Proteini so pomembni akterji v mnogih celicˇnih procesih. Interakcije proteinov
in RNA imajo pomembno vlogo pri uravnavanju izrazˇanja genov in posledicˇno
njihove funkcije. V interakcijo z RNA navadno vstopa vecˇ tako posameznih prote-
inov kakor tudi skupin proteinov. Metoda iCLIP omogocˇa do nukleotida natancˇno
detekcijo mest interakcij na RNA z izbranim proteinom. V diplomskem delu smo
razvili metodo, ki sprejme nabor mest na RNA, ki so v interakciji z izbranim pro-
teinskim kompleksom. V okolici teh mest nato poiˇscˇe vzorce interakcij iz nabora
interakcij proteinov z RNA, za katere imamo podatke. Najdeni vzorci vkljucˇujejo
tako posamezne komponente (proteine) danega kompleksa kakor tudi proteine,
ki danega kompleksa ne tvorijo, ampak vseeno vplivajo na interakcije kompleksa
z RNA. Razvita metoda temelji na postopeku faktorizacije nenegativnih matrik.
Metodo smo uspesˇno preizkusili na podatkih o kompleksu SmB, kjer smo uspesˇno
dolocˇiti nekaj proteinov, ki so soudelezˇeni v kompleksu SmB.
Kljucˇne besede: interakcije protein-RNA, faktorizacija nenegativnih matrik,
iCLIP, kompleksi proteinov in RNA.

Abstract
Proteins play an important role in many processes in a cell. Protein-RNA in-
teractions greatly affect the balancing of gene expressions and consequently their
functions. Interaction with RNA may occur with a single protein or a protein
complex. iCLIP method is able to detect the protein-RNA crosslink spots with
nucleotide resolution. We developed a method that takes a set of crosslink spots
that intersect with the choosen protein complex as an input. Method is search-
ing the crosslink spots neighbourhood for the protein-RNA interaction patterns.
Found patterns include parts (proteins) of the choosen complex and other pro-
teins that are not a part of the choosen complex, but still affect the interactions
of the choosen complex with the RNA. Method that we developed is based on the
non-negative matrix factorization. We successfully tested the method on a SmB
complex where we found a few proteins that cooporate with SmB complex.





V zadnjih desetletjih je molekularna biologija zacˇela izjemno hiter razvoj. Poja-
vila se je v 30. letih 20. stoletja kot povezava med do tokrat popolnoma locˇenima
vejama biologije: genetiko in biokemijo. Molekularni biologi so si zadali opisati
strukturo, funkcijo in povezave dveh makromolekul: nukleinskih kislin in prote-
inov. Proteini se povezujejo z drugimi molekulami in tako ustvarjajo razlicˇne
strukture ter tako regulirajo vse procese v organizmu. Zaradi tega so postali zelo
zanimivi za raziskovanje. Za razumevanje celicˇnih procesov je najprej treba razu-
meti, kateri proteinski kompleksi so povezani s procesom, posamezne proteinske
komponente, pa tudi ostale proteine, ki uravnavajo kompleks.
Kompleks SmB je eden izmed zelo pomembnih proteinskih kompleksov [4]. Pri-
pada skupini sedmih RNA-vezavnih proteinov kompleksa Sm (Slika 1.1). Proteini
komplesa Sm pomagajo pri ustvarjanju spajalnega telesca (angl. spliceosome).
Spajalno telesce se ustvarja okrog pre-mRNA (prekurzorjev informacijske RNA,
pre-mRNA), kjer izvrsˇuje izrezovanje (angl. splicing) intronov in spajanje ekso-
nov. Koncˇni produkt tega procesa je mRNA (informacijska RNA). Kompleks SmB
je prav tako sestavljen iz razlicˇnih proteinov, ki prihajajo v stik z RNA. Razlicˇni
deli kompleksa SmB imajo razlicˇne biokemijske preference do vezave z dolocˇenimi
krajˇsimi sekvencami RNA. Zaradi preference do dolocˇene sekvence nukleotidov in
vseh ostalih molekul, ki so v interakciji z RNA v blizˇini te sekvence, se dolocˇeni
proteini iz kompleksa SmB zacˇnejo sopojavljati v podobnih regijah na RNA. Tako
proteina U2AF65 in U2AF35 preferirata 3’-konec podrocˇja na stiku med intronom
in eksonom. Proteina TIA1 in TIAL1 pa 5’-konec podrocˇja na stiku med eksonom
in intronom. Raziskave so do sedaj pokazale, da sta TIA in U2AF65 proteini del
kompleksa SmB [9]. Ista sˇtudija je pokazala obstoj neznanih proteinov, ki tudi
sestavljajo ta kompleks [9].
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Slika 1.1: Proteinski kompleks Sm v interakciji z RNA. Prikazana je struktura
2Y9C iz zbirke PDB [8].
Cilja diplomske naloge sta dva:
1. Razviti metodo za dekompozicijo podatkov iCLIP o mestih vezave danega
proteinskega kompleksa in RNA na vzorce, ki vkljucˇujejo podatke iCLIP o
mestih vezave vrste proteinov. Najdeni vzorci naj bi vkljucˇevali tako neznane
proteinske komponente danega kompleksa kakor tudi proteine, ki ne tvorijo
danega kompleksa, ampak imajo vseeno vpliv na njegove interakcije z RNA.
2. Uporabiti metodo na podatkih iCLIP o kompleksu SmB in jo ovrednotiti s
pomocˇjo predznanja o kompleksu SmB. Pri vrednotenju zˇelimo preveriti, ali
razvita metoda najde vse zˇe znane komponente kompleksa SmB. Za vzorce,
ki ne opisujejo znanih komponent (proteinov) kompleksa SmB, zˇelimo pre-
veriti, ali zanje obstaja smiselna biolosˇka razlaga.
Poglavje 2
Interakcije med proteini in RNA
Podatkov o interakciji kompleksov proteinov in RNA je relativno malo. V zadnjem
desetletju so razvili mnogo metod za detekcijo interakcij med proteini in RNA.
Vsekakor novejˇse metode dosegajo vecˇje natancˇnosti in na ta nacˇin zagotavljajo
bolj zanesljive podatke. Pridobitev podatkov je sˇe vedno relativno drag proces,
kar je tudi razlog, zakaj je podatkov malo. V nasˇem delu smo uporabili podatke
iCLIP, ki so bili pridobljeni v laboratoriju prof. dr. Jerneja Uleta iz University
College London (UCL).
Podatki so razdeljeni na dve osnovni skupini: podatki o kompleksu SmB in po-
datki o posameznih proteinih. Podatki o kompleksu SmB zdruzˇujejo vse zaznane
interakcije kompleksa SmB z RNA skozi razlicˇne faze celicˇnega cikla. Ostali prote-
ini obsegajo 56 poskusov, ki opisujejo interakcije z RNA za 39 razlicˇnih proteinov
ali njihovih mutacij. Vsa mesta iz ostalih proteinov so detektirana na istih po-
drocˇjih, kjer je detektiran tudi kompleks SmB. Uporabili smo datoteke v formatu
bedGraph, s katerim so zabelezˇena mesta vezave posameznih proteinov in kom-
pleksa SmB.
2.1 Metoda za detekcijo interakcij iCLIP
Metoda iCLIP se uporablja za dolocˇanje mest na RNA, ki vstopajo v interakcijo
z izbranim proteinom. Z ultravijolicˇno svetlobo C (UVC) osvetlijo zˇive celice in
tako inducirajo ustvarjanje kovalentnih vezi (povezovanje UV, angl. cross-linking)
na mestih, kjer protein prihaja v stik z RNA. Tako dobljen kompleks protein-RNA
imunoprecipitirajo s pomocˇjo protitelesa (angl. antibody), ki je specificˇno za iz-
brani protein. Vezane RNA odstranijo iz kompleksov protein-RNA in jih nato
sekvencirajo. Odcˇitke kartirajo na referencˇni genom in tako dolocˇijo do nukle-
otida natancˇno mesta interakcij med izbranim proteinom ter RNA (Slika 2.1).
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Pri izvajanju poskusa iCLIP je mozˇno uporabiti razlicˇne koncentracije proteaz,
s katerimi vplivamo na stopnjo fragmentiranja proteina (blaga, srednja, stroga),
oziroma proteinskega kompleksa v interakciji z RNA.
Slika 2.1: Metoda iCLIP za detekcijo mest na RNA v interakciji s proteinom.
Poleg mesta interakcije lahko v poskusih iCLIP dolocˇimo tudi mocˇ oziroma po-
2.2. FORMAT BEDGRAPH 5
gostost interakcije proteina in posameznih mest na RNA. To vrednost imenujemo
vrednost cDNA.
Odvisno od izbrane tehnike bo koncˇni nabor vseboval manj ali vecˇ zaznanih
mest interakcije. Bolj pomemben postopek je sledenje istim detektiranim mestom
vezave za razlicˇne stopnje fragmentiranja. Tako lahko ugotovimo zanesljivost po-
datkov o posameznih zaznanih mestih. Slika 2.2 prikazuje zaznane interakcije
protein-RNA, kjer ena cˇrka oziroma barva predstavlja eno interakcijo. Mesta B,
C, D, n F, H in I predstavljajo slabe interakcije ali celo sˇum v podatkih (C in F).
Mesta interakcije, ki se obdrzˇijo skozi vecˇ nivojev, so bolj zanesljiva. Tako je mesto
interakcije A najbolj zanesljivo, mesti E in G pa sta nekoliko manj zanesljivi.
Slika 2.2: Zaznane interakcije glede na stopnjo fragmentiranja.
2.2 Format bedGraph
Format bedGraph je standardiziran [10] in se v bioinformatiki uporablja za shra-
njevanje podatkov o anotaciji posameznih mest (en nukleotid) ali intervalov (za-
poredje nukleotidov) na genomu.
Vsaka vrstica v tekstovni datoteki formata bedGraph opisuje eno mesto oz.
interval na genomu. Sestavljena je iz sˇtirih stolpcev (locˇenih s posebnim znakom
TAB):
• kromosom,
• koordinata prvega nukleotida v intervalu,
• koordinata prvega nukleotida za zadnjim v intervalu in
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• sˇtevilska vrednost, ki je pripisana intervalu. Predznak navadno pove, za
katero stran (verigo) DNA se zapis nanasˇa. V poskusih iCLIP je to sˇtevilo
detektiranih interakcij oziroma vrednost cDNA.
2.3 Detekcija kompleksov vecˇ proteinov
Metoda iCLIP predstavlja revolucijo glede natancˇnosti in kakovosti mapiranja
interakcij med proteinom in RNA. Kljub temu pa sˇe vedno ni idealna. Ucˇinkovitost
povezovanja s svetlobo UV in posledicˇno detekcije interakcij pri metodi iCLIP je
manj kot 1%, kar pomeni, da z metodo ne zaznamo vecˇ kot 99% vseh interakcij.
Slaba ucˇinkovitost ima tudi druge posledice. Ker vsako interakcijo zaznamo z manj
kot 1% verjetnostjo, je tudi verjetnost zaznavanja celotnih vzorcev proteinskih
kompleksov zelo majhna. Drugacˇe razlozˇeno, tudi cˇe metoda zazna vse interakcije
izbranega proteina, je zelo majhna verjetnost, da bodo vse interakcije zaznane na
isti RNA. Zaradi tega podatki prikazujejo vecˇinoma delne vzorce vezave, iz katerih
z osnovnimi metodami ni mogocˇe odkriti celotnega vzorca, temvecˇ le posamezne
dele. Za povezovanje teh delov vzorcev je treba uporabiti vsaj sˇe informacijo o
sekvenci nukleotidov, na katere se vezˇe izbrani protein.
Drugi problem pri podatkih predstavlja gostota sekvenciranj pri metodi iCLIP.
Podatki iCLIP o drugih proteinih so pridobljeni pod razlicˇnimi pogoji oz. para-
metri metode iCLIP. Zaradi tega so eni podatki bolj gosto sekvencirani kot drugi
in vsebujejo vecˇ zaznanih interakcij (do 20-krat vecˇ). To povecˇuje mozˇnost, da jih
zaznamo v blizˇini nukleotidov, na katerih je zaznan tudi kompleks SmB. Razlike v
velikostih naborov podatkov imajo velik vpliv na iskanje skupnih vzorcev interak-
cije. Tabela 2.1 prikazuje sˇtevilo zaznanih interakcij za vsak protein. Navedeno je
tudi predznanje o tem, ali je posamezni protein del kompleksa SmB.









Nadaljuje se na naslednji strani
2.3. DETEKCIJA KOMPLEKSOV VECˇ PROTEINOV 7
Tabela 2.1 – nadaljevanje prejˇsnje strani



































Tabela 2.1: Sˇtevilo zaznanih interakcij posameznega pro-
teina.
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Poglavje 3
Metode
Algoritem 1, ki smo ga razvili je sestavljen iz vecˇ glavnih korakov:
1. osnovno predprocesiranje podatkov (glej prvo vrstico algoritma 1 in podpo-
glavje 3.1)
2. delitev na genomske regije (del predprocesiranja, glej tretjo vrstico algoritma
1 in podpoglavje 3.1.1)
3. grajenje matrike X (glej cˇetrto vrstico algoritma 1 in podpoglavje 3.2.2)
4. iskanje ranga faktorizacije (glej peto vrstico algoritma 1 in podpoglavje 3.2.3)
5. faktoriziranje matrike X (glej sˇesto vrstico algoritma 1 in podpoglavje 3.2)
6. iskanje vzorcev interakcij med proteini in RNA (glej sedmo vrstico algoritma
1 in podpoglavje 3.2.2)
7. vizualizacija (glej osmo vrstico algoritma 1 in podpoglavje 3.5)
3.1 Predprocesiranje podatkov
Podatki o kompleksu SmB, ki jih uporabljamo za vrednotenje nasˇe metode, so zˇe
dodatno procesirani z uposˇtevanjem biolosˇkega predznanja. Celicˇni cikel obsega
5 razlicˇnih faz. V vsaki od teh je bil izveden poskus iCLIP za detekcijo inte-
rakcij kompleksa SmB in RNA. Tako pridobljene podatke so biologi zdruzˇili in
ustvarili reprezentativno mnozˇico interakcij kompleksa SmB ter RNA za celoten
celicˇni cikel. Podatke so procesirali v laboratoriju prof. dr. Jerneja Uleta na UCL.
Prejeli smo jih v obliki ene datoteke formata bedGraph, ki vsebuje priblizˇno 12
M vrstic, kjer vsaka vrstica predstavlja eno mesto interakcije kompleksa SmB na
9
10 POGLAVJE 3. METODE
RNA. Biolosˇki podatki po navadi vsebujejo veliko sˇuma. Kot vse druge podatke
je tudi te bilo treba dodatno procesirati in izbrati podmnozˇico najbolj informativ-
nih. Drugi razlog za izbiro manjˇse podmnozˇice podatkov je cˇasovna kompleksnost
uporabljenih racˇunskih metod.
Algorithm 1 Celoten program
Vhod:
data : vhodni podatki o mestih interakcije.
okvir : obmocˇje, znotraj katerega gledamo gostoto proteinov.
meja vzorcenja : maksimalno sˇtevilo mest, ki jih nakljucˇno izberemo.
min cDNA : minimalna vrednost cDNA za izbiro podatkov.
max pos : maksimalno sˇtevilo mest, ki jih metoda opiˇse.
okvir glajenja : obmocˇje, v katerem pozicijam pripiˇsemo vrednost cDNA refe-
rencˇne interakcije.
max rang : maksimalna vrednost ranga faktorizacije.
top n : maksimalno sˇtevilo najboljˇsih vzorcev, ki jih prikazˇemo.
okvir skupine interakcij : obmocˇje, znotraj katerega vsa mesta interakcije
pripiˇsemo enemu predstavniku obmocˇja.
1 p o d a t k i p o r e g i j a h = p r e d p r o c e s i r a n j e ( data , okvir ,
meja vzocenja , min cDNA , max pos )
2 f o r r e g i j a in p o d a t k i p o r e g i j a h :
3 z g l a j e n i p o d a t k i = r a z d e l i i n z g l a d i ( r e g i j a ,
o k v i r g l a j e n j a )
4 X = zgrad i matr iko X ( z g l a j e n i podatki , okv i r )
5 r a n g f a k t o r i z a c i j e = na jd i r ang (X, max rang )
6 W, H = nmf(X, r a n g f a k t o r i z a c i j e )
7 v s i v z o r c i = n a j d i v s e v z o r c e (X, W, H, top n ,
o k v i r s k u p i n e i n t e r a k c i j )
8 v i z u a l i z a c i j a ( v s i v z o r c i )
3.1.1 Izbira mest interakcij
Izbira mest je prvi korak predprocesiranja podatkov, kjer se odstrani vecˇina sˇuma
in izberejo zanesljiva mesta interakcij.
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Nakljucˇno vzorcˇenje mest interakcij
Razlika v velikosti naborov podatkov o posameznih proteinih pomembno vpliva
na nadaljnjo izbiro pozicij. Poskusi, ki vsebujejo vecˇ zaznanih interakcij, imajo
tudi vecˇjo verjetnost, da so v blizˇini mest kompleksa SmB, ki ga zˇelimo opisati.
Ta problem smo resˇili z vzorcˇenjem podatkov, kjer smo za vsak protein nakljucˇno
izbrali podmnozˇico najvecˇ dveh milijonov mest interakcije proteina in RNA. Na
ta nacˇin obdrzˇimo vsa mesta interakcij v poskusih, kjer je detektiranih mest malo.
Hkrati zmanjˇsamo podatke o poskusih, kot so U2AF65, PTB in hnRNP (glej
tabelo 2.1). Na ta nacˇin smo izenacˇili mozˇnosti vseh proteinov, da so njihova
vezavna mesta v blizˇini mest interakcije ciljnega kompleksa SmB.
Vrednost cDNA
Vrednost cDNA predstavlja mocˇ interakcije med proteinom in RNA. Mesta z viˇsjo
vrednostjo cDNA predstavljajo bolj zanesljiva mesta interakcije, saj je bila tam
interakcija vecˇkrat detektirana. Nespecificˇne interakcije, kjer se opazovani protein
slucˇajno povezˇe z nekim mestom na RNA, imajo nizke vrednosti cDNA. Taksˇne
interakcije so dokaj pogoste, ampak tudi enakomerno razprsˇene po celotnem ge-
nomu. Za dolocˇitev spodnje meje za vrednost cDNA smo preverili rezultate, ki
jih dobimo za meje ena, dva in tri. Po pregledovanju rezultatov in posvetova-
nju z avtorji metode iCLIP smo se odlocˇili obravnavati le vezavna mesta, kjer je
vrednost cDNA vsaj dva (glej cˇetrto vrstico algoritma 2). Za podrobnosti glej
podpoglavje 4.1. Tabela 3.1 prikazuje sˇtevilo vseh vezavnih mest posameznega
proteina in sˇtevilo mest s cDNA ≥ 2.






A3F A3F-GFP-CEMSS-hg19 4031 309094 60273
A3F A3F-T7-CEMSS-hg19 3952 553109 113045
A3G A3G-GFP-CEMSS-hg19 3942 1486603 407214
A3G A3G-T7-CEMSS-hg19 3995 610453 136948
Btz Btz-HeLa-hg19 3955 1348595 489541
CGI99 CGI99-FlpIn293-hg19 4033 333356 69436
CPSF160 CPSF160-Hela-4SU-hg19 4036 681629 173725
Celf2 Celf2-293Flp-hg19 3966 436964 95860
Nadaljuje se na naslednji strani.
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Tabela 3.1 – nadaljevanje prejˇsnje strani






Celf4 Celf4-FlpIn293-hg19 4016 1076472 350280
FUS FUS-ES-hg19 3945 194055 40569
FUS FUS-GFP-Hela-hg19 3967 37916 20074
FUS FUS-Hela-hg19 4005 12470 4638
FUS FUS-SHSY5Y-hg19 4020 20069 6278
FUS FUS-brain-hg19 3998 149129 32206
Hexim1 Hexim1-FLAG-FlpIn293-hg19 3972 108487 35652
HuR HuR-FlpIn293-hg19 4361 5465572 2003446
IGF2BP1 IGF2BP1-Hela-hg19 3962 555435 123690
IGF2BP2 IGF2BP2-Hela-hg19 4006 182590 37926
IGF2BP3 IGF2BP3-Hela-hg19 3947 1120148 258888
Matr3 Matr3-Hela-hg19 4029 966798 67014
Musashi Musashi-U251-hg19 4019 14896 4031
Musashi Musashi-hESdiff-hg19 3943 1938 545
NSUN2 NSUN2-293-hg19 4007 25204 17457
Nova Nova-Brain-hg19 3968 69217 13770
PTB PTB-Hela-hg19 3987 12899108 5472608
Pura Pura-Hela-hg19 3963 9570 3640
RBM7FLAG RBM7FLAG-293-hg19 3960 272078 60626
RNPS1 RNPS1-Hela-hg19 4002 1045762 392695
SAFB1 SAFB1-MCF7-hg19 3994 106912 35470
SAFB1 SAFB1-MDAMB231-hg19 4012 44451 13362
STAU1 STAU1-FlpIn293-hg19 4023 707928 165510
Sam68 Sam68-MDAMB231-hg19 4008 45373 12689
SmB SmB-all-ref 11708470 4208154
TDP43 TDP43-ES-hg19 3973 527662 141139
TDP43 TDP43-Hela-hg19 3954 7063 1807
TDP43 TDP43-SHSY5Y-hg19 3979 127329 31245
TIA1 TIA1-Hela-hg19 3959 1140676 371882
TIAL1 TIAL1-Hela-hg19 3936 982558 314506
TRA2B TRA2B-MCF7-hg19 3993 158730 34853
TRA2B TRA2B-MDAMB231-hg19 3958 715676 183212
Nadaljuje se na naslednji strani.
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Tabela 3.1 – nadaljevanje prejˇsnje strani






U2AF65 U2AF65-FlpIn293-hg19 4015 154452 44962
U2AF65 U2AF65-Hela-hnRNPCkd-hg19 3999 19483467 9048424
U2AF65 U2AF65-Hela-wt1-hg19 4014 15539106 7594931
U2AF65 U2AF65-Hela-wt2-hg19 3949 28436319 18568726
Upf3b Upf3b-Hela-hg19 4010 690308 229172
bisox bisox-293-hg19 4001 538858 111014
eIF4E eIF4E-FlpIn293-4SU-hg19 3997 235365 62370
eIF4E eIF4E-FlpIn293-hg19 4030 302638 70110
hSRSF2 hSRSF2-Hela-hg19 4038 170957 43677
hSRSF6 hSRSF6-Hela-hg19 3980 118895 30722
hnRNPA1 hnRNPA1-Hela-hg19 4037 13869999 9052806
hnRNPC hnRNPC-Hela-hg19 3981 5676781 1772633
hnRNPK hnRNPK-FlpIn293-hg19 3935 62080 18577
hnRNPL hnRNPL-Hela-hg19 3975 197388 54943
hnRNPL hnRNPL-U266-hg19 3986 18482 7022
hnRNPLlike hnRNPLlike-U266-hg19 4000 26639 9413
Tabela 3.1: Sˇtevilo vseh detektiranih vezavnih mest in
mest s cDNA ≥ 2 v posameznem poskusu iCLIP.
Tipi genomskih regij
Proteini vstopajo v interakcijo s celotnim pre-mRNA. Na dolocˇenih podrocˇjih so
bolj prisotni kot na drugih. Eni proteini se tako pojavljajo strogo v eksonskih
podrocˇjih, drugi samo globoko v intronih in dalecˇ od eksona, tretji pa povsod.
Zaradi te lastnosti proteinov smo se odlocˇili, da podatke o mestih interakcij raz-
delimo na sˇtiri skupine, in sicer glede na to, v kateri genomski regiji se pojavljajo
(glej deveto vrstico algoritma 2):
• globoko v eksonu (ge),
• globoko v intronu (gi),
• na meji ekson-intron (ei),
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• na meji intron-ekson (ie).
S taksˇno delitvijo dobimo skupine, ki jih je lazˇje razumeti. Na primer: za
protein, ki se z visoko frekvenco pojavlja na vseh podrocˇjih, potem ne moremo
trditi, da je pomembno povezan z drugimi proteini, ki se pojavljajo le na dolocˇenih
podrocˇjih.
Druga prednost delitve analize na tip genomske regije je, da lahko za posame-
zne proteine, ki so del kompleksa SmB, dolocˇimo genomske regije, kjer se pogosto
pojavijo. Vzorce pojavitve lahko nato primerjamo z odkritimi vzorci v ostalih,
nespecificˇnih regijah (glej podpoglavje 4.3). Tabela 3.2 prikazuje delezˇ zazna-
nih interakcij obravnavanih proteinov v posameznih genomskih regijah in skupno
sˇtevilo mest interakcije, ki imajo vrednost cDNA vsaj dva.
protein vezavna mesta
s cDNA ≥ 2
% ei % ie % gi % ge
A3F 152013 3.45 17.34 18.62 60.59
A3G 474778 1.56 21.48 8.58 68.37
Btz 489541 3.43 28.09 2.63 65.85
CGI99 69436 1.03 32.28 5.44 61.25
CPSF160 173725 13.19 9.53 49.25 28.03
Celf2 95860 7.36 9.10 45.32 38.21
Celf4 350280 2.36 3.87 18.49 75.28
FUS 93423 3.28 8.99 28.69 59.03
Hexim1 35652 7.35 10.97 48.08 33.60
HuR 2003446 8.39 8.29 67.38 15.94
IGF2BP1 123690 3.79 9.11 31.38 55.72
IGF2BP2 37926 0.93 9.80 11.99 77.29
IGF2BP3 258888 2.56 11.03 24.40 62.01
Matr3 67014 1.79 2.79 85.74 9.68
Musashi 4332 2.53 11.39 44.30 41.77
NSUN2 17457 2.19 26.64 51.29 19.88
Nova 13770 0.00 1.54 5.82 92.64
PTB 5472608 8.44 7.00 64.23 20.33
Pura 3640 3.00 5.00 64.00 28.00
RBM7FLAG 60626 5.80 7.09 52.46 34.65
RNPS1 392695 5.63 24.07 6.84 63.46
SAFB1 46802 0.92 15.04 12.91 71.13
Nadaljuje se na naslednji strani.
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Tabela 3.2 – Nadaljevanje prejˇsnje strani.
protein vezavna mesta
s cDNA ≥ 2
% ei % ie % gi % ge
STAU1 165510 1.89 4.72 66.59 26.80
Sam68 12689 0.94 4.16 6.91 87.99
SmB 4208154 18.74 26.34 27.20 27.72
TDP43 163839 7.73 8.61 70.01 13.65
TIA1 371882 32.15 6.26 23.15 38.45
TIAL1 314506 36.57 7.00 20.42 36.01
TRA2B 204251 3.65 31.94 11.65 52.76
U2AF65 26033595 13.54 32.32 30.98 23.17
Upf3b 229172 6.66 25.93 6.11 61.29
bisox 111014 1.84 19.51 9.77 68.88
eIF4E 115925 3.63 23.51 6.08 66.78
hSRSF2 43677 8.21 30.23 13.10 48.45
hSRSF6 30722 4.84 28.28 11.31 55.57
hnRNPA1 9052806 7.01 8.97 53.36 30.66
hnRNPC 1772633 5.24 7.35 64.16 23.26
hnRNPK 18577 5.47 5.80 36.11 52.63
hnRNPL 58176 1.14 12.04 9.34 77.48
hnRNPLlike 9413 0.30 13.15 10.71 75.85
Tabela 3.2: Mesta interakcije s cDNA ≥ 2 in delezˇ mest
v genomskih regijah.
Eksoni in introni
Eksoni so zaporedja nukleotidov znotraj gena, ki dolocˇajo zaporedje mRNA [5].
Zaporedje v eksonih dolocˇa aminokislinsko sestavo tvorjenih proteinov. Zdruzˇevanje
eksonov poteka v postopku izrezovanja intronov, ki so nekodirajocˇa zaporedja nu-
kleotidov in locˇujejo eksone [5]. Geni, ki so zgrajeni iz eksonov in intronov, so
znacˇilni le za evkarionte.
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Algorithm 2 predprocesiranje()
Vhod:
data : vhodni podatki o mestih interakcije.
okvir : obmocˇje, znotraj katerega gledamo gostoto proteinov.
meja vzorcenja : maksimalno sˇtevilo mest, ki jih nakljucˇno izberemo.
min cDNA : minimalna vrednost cDNA za izbiro podatkov.
max pos : maksimalno sˇtevilo mest, ki jih metoda opiˇse.
Opis:
Metoda, ki naredi predprocesiranje podatkov (za klic metode glej prvo vrstico
algoritma 1).
1 poskus i = prebe r i po sku s e ( )
2 poskus i = vzo r c en j e ( poskus i , meja vzorcenja , okv i r )
3 f o r p o z i c i j a in data :
4 i f vrni cDNA ( p o z i c i j a ) > min cDNA − 1 :




9 p o z i c i j e p o r e g i j a h = r a z d e l i p o z i c i j e p o r e g i j a h (
i z b r a n e p o z i c i j e )
10 f o r r e g i j a in p o z i c i j e p o r e g i j a h :
11 r e g i j a = r e g i j a . s o r t ( ) [ : max pos ]
12 end
13 re turn p o z i c i j e p o r e g i j a h
3.1.2 Glajenje podatkov
Cˇeprav metoda iCLIP omogocˇa pridobivanje popolnoma zanesljivih podatkov z
nukleotidno natancˇnostjo o mestih interakcije proteina in RNA, biolosˇki procesi
interakcij protein-RNA mnogokrat ne potekajo z nukleotidno natancˇnostjo. Ker
lahko tudi sosednja mesta na RNA vstopajo v interakcijo s proteinom, smo podatke
o mestih vezave zgladili in tako omogocˇili odstopanja za n-nukleotidov. Vrednost
parametra n smo postavili na dva, kar pomeni, da vsem nukleotidom, ki so najvecˇ
dve poziciji stran od mesta referencˇne interakcije, pripiˇsemo vrednost cDNA re-
ferencˇne interakcije. Tako lahko opiˇsemo veliko vecˇ mest. Vrednost parametra n
smo dolocˇili na podlagi predznanja in izkusˇenj avtorjev metode iCLIP.
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Algoritem 3 prikazuje postopek delitve podatkov in glajenje. Podatki so bili
razdeljeni glede na stran verige (angl. strand) in kromosom, ki mu pripadajo.
Razdeljene podatke smo zgladili tako, da smo vsem nukleotidom znotraj okvirja
velikosti dva pripisali podatek o mocˇi interakcije (cDNA).
Algorithm 3 razdeli in zgladi podatke()
Vhod:
data : originalni vhodni podatki.
okvir glajenja : okvir, znotraj katerega zgladimo podatke.
Opis:
Metoda, ki podatke razdeli glede na trak in kromosom ter potem zgladi (za klic
metode glej tretjo vrstico algoritma 1).
1 f o r p o z i c i j a in data :
2 t rak = v r n i t r a k ( p o z i c i j a )
3 kromosom = vrni kromosom ( p o z i c i j a )
4 z g l a j e n e p o z i c i j e = z g l a d i p o z i c i j o ( p o z i c i j a ,
o k v i r g l a j e n j a )
5 s l o v a r n u k l e o t i d o v [ t rak ] [ kromosom ] . add ( z g l a j e n e p o z i c i j e )
6 end
7 re turn s l o v a r n u k l e o t i d o v
3.2 Faktorizacija nenegativnih matrik (NMF)
Faktorizaija nenegativnih matrik (NMF) je matematicˇna, optimizacijska metoda
[3, 7], ki vhodno matriko X faktorizira v dve manjˇsi matriki W in H, kjer velja:
X = WH (3.1)
X,W,H ≥ 0,
kjer je X ∈ Rm×n,W ∈ Rm×k,H ∈ Rk×n,k m,n
Problem faktorizacije matrike v splosˇnem ni resˇljiv, ampak je predstavljen
kot numericˇna aproksimacija. Pri matriki X vrstice predstavljajo vzorce, stolpci
pa atribute. Zahtevana nenegativnost matrik nam omogocˇa lazˇjo interpretacijo
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faktorjev v matrikah W in H. Tako je vsak vzorec v matriki X mozˇno zapisati






NMF ima lastnost, da med faktorizacijo avtomaticˇno naredi tudi grucˇenje vzorcev
v matriki W. Vzorci, ki imajo veliko skupnega, imajo podobne profile v ma-
triki W. Z druge strani nam matrika H s staliˇscˇa atributov razkrije pomembne
znacˇilnosti posameznih grucˇ. Aproksimacijo matrike X dosezˇemo z minimizacijo





Grucˇenje pri NMF ni povsem samoumevno, vendar cˇe bi zgornji funkciji do-
dali sˇe omejitev HHT = I, bi dobili postopek minimizacije algoritma k-means
clustering . Zaradi zahtevane nenegativnosti lahko direktno preslikamo vrednost
faktorja v mocˇ pripadanja posameznega vzorca dolocˇeni skupini matrike W. Tako
najviˇsja vrednost faktorja v stolpcu i matrike H opredeli, katero grucˇo opisuje
stolpec i.
3.2.1 Uporaba testa Z za izbiro celic v matrikah W in H
Z-test (3.4), oziroma Z-vrednost, je statisticˇna mera, ki prikazˇe razmerje med
povprecˇjem skupine in posameznim elementom skupine [5]. Z-vrednost podaja,
za koliko standardnih odklonov neka vrednost odstopa od povprecˇja. Element z
Z-vrednostjo nicˇ ima vrednost povprecˇja. Z-vrednost je lahko pozitivna ali nega-





kjer je x trenutna vrednost, µ povprecˇna vrednost (3.5)
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(xi − µ), (3.6)
kjer je xi i-ti primer, µ povprecˇna vrednost in N sˇtevilo vseh primerov.
Pri NMF smo uporabili Z-vrednost za ocenjevanje pripadnosti dolocˇenega atri-
buta in pozicije posameznim skupinam. Taksˇen postopek se imenuje rangiranje.
Pri rangiranju vse vrednosti v stolpcih matrike H in vrsticah matrike W oznacˇimo
s celimi sˇtevilkami od ena do k, in sicer od najnizˇje Z-vrednosti do najviˇsje. Potem
za vsako skupino, torej vrstico v matriki H, poiˇscˇemo elemente z najviˇsjim ran-
gom, k, in te atribute izberemo kot tiste, ki najbolje opisujejo opazovano skupino.
Pri pozicijah v matriki W poiˇscˇemo skupino z najviˇsjim rangom in ji pripiˇsemo
to pozicijo. Taksˇen nacˇin ocenjevanja pripadnosti je mogocˇ zaradi vpeljane ne-
negativnosti pri NMF, kjer vrednost vsake sˇtevilke pomeni, koliko ta prispeva h
koncˇni vrednosti posamezne celice v X matriki.
3.2.2 Uporaba NMF za detekcijo proteinskih kompleksov
NMF se je zˇe pokazala kot zelo primerna za resˇevanje problemov v bioinformatiki,
in sicer predvsem zaradi mozˇnosti relativno enostavnega dodajanja novih podat-
kovnih virov v napovedni model. V matriki, ki smo jo zgradili, smo za atribute
postavili posamezne proteine, vrstice pa so predstavljale posamezne nukleotide,
kjer je zaznana interakcija referencˇnega poskusa. V tej matriki smo z NMF iskali
skupine podobnih vrstic, kjer se dolocˇeni proteini sopojavljajo.
V matriki X smo interakcije predstavili binarno. Cˇe na razdalji j od mesta
interakcije i zaznamo interakcijo s proteinom, potem v celico xi,j vpiˇsemo ena.
V nasprotnem primeru pa nicˇ. Binarizacija podatkov se je pokazala kot boljˇsa
metoda od obravnavanja vrednosti cDNA, ker so vrednosti cDNA med razlicˇnimi
geni neprimerljive. V genih, ki so bolj izrazˇeni, bomo detektirali vecˇ interakcij.
To pa ne pomeni, da se opazovani protein raje vezˇe na mRNA omenjenih genov.
V matriki X smo potem odstranili nicˇelne stolpce, ker ne prinasˇajo doda-
tnih informacij o interakcijah. S pomocˇjo pravilne izbire parametrov (glej pod-
poglavje 3.2.3) smo nad matriko X zagnali postopek NMF, ki nam je vrnil de-
kompozicijo v obliki matrik W in H. Nad matriko W smo zagnali postopek
rangiranja po vrsticah s pomocˇjo Z-vrednosti (glej podpoglavje 3.2.1), ki vsako
vrstico pripiˇse ustrezni grucˇi. Nad matriko H smo zagnali postopek rangiranja po
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stolpcih s pomocˇjo Z-vrednosti (glej podpoglavje 3.2.1) in tako dolocˇili proteine,
ki najbolje opisujejo vsako posamezno skupino.
Matricˇna faktorizacija nam poleg odkrivanja skupine poda sˇe profil te sku-
pine. Zelo verjetno, da pri kaksˇni izmed referencˇnih pozicij eden od proteinov
(atributov) manjka zaradi slabega sekvenciranja oziroma da se je kaksˇen protein
nakljucˇno povezal in ne pripada vzorcu. Zaradi tega so dolocˇene vrstice v realnih
podatkih imele vrednost ena pri atributih, ki se potem niso pojavljali v skupini in
obratno. Vsem referencˇnim mestom, ki pripadajo skupini ki, smo pripisali kom-
binacijo proteinov, ki opisuje skupino ki. Zaradi velikega sˇtevila atributov je tudi
kombinacij teh atributov veliko. Zato smo pri vseh pozicijah obdrzˇali samo tiste
atribute, ki se pojavljajo v skupini, ki ji je dodeljena ta pozicija. Tako je vsaki
vrstici v matriki X pripisana podmnozˇica atributov, ki jo opisujejo. Vse ponovitve
teh kombinacij smo presˇteli znotraj vsake skupine in izbrali pet najbolj pogostih
kombinacij (glej algoritem 6). Tako pripravljene podatke smo podali metodi za
prikaz rezultatov 3.5.
Algorithm 4 zgradi matriko X()
Vhod:
podatki : predprocesirani podatki.
okvir : obmocˇje, znotraj katerega gledamo gostoto proteinov.
Opis:
Metoda, ki zgradi matriko X, nad katero potem zazˇenemo postopek NMF (za klic
metode glej cˇetrto vristico algoritma 1).
1 poskus i = prebe r i po sku s e ( ) # podatki o o s t a l i h p r o t e i n s k i h
kompleksih p r i d o b i j e n i v poskus ih iCLIP .
2 X = ze ro s ( l en ( podatki ) , 81 ∗ l en ( poskus i ) )
3
4 f o r i , podatek in enumerate ( podatki ) :
5 f o r j , poskus in enumerate ( poskus i ) :
6 presek = b i s e c t ( poskus , podatek . p o z i c i j a−okv i r /2 ,
podatek . p o z i c i j a + okv i r /2)
7 X[ i , presek . p o z i c i j e−podatek . p o z i c i j a + j ∗ okv i r ] = 1
8
9 re turn X
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3.2.3 Izbira ranga faktorizacije
Vrednost parametra k zelo vpliva na rezultate postopka NMF. Parameter k naj
bi bil bistveno manjˇsi od dimenzij (m in n) matrike X ter naj bi odrazˇal sˇtevilo
skupin v podatkih. Prevelika vrednost parametra k povzrocˇi delitev na manjˇse
skupine. Cˇe uporabimo premajhno vrednost parametra k, pa dobimo manj cˇiste
skupine, ki so posledicˇno tudi manj informativne. Pravilno oz. pricˇakovano sˇtevilo
skupin v vecˇini primerov ni znano. Zato parameter k dolocˇimo na podlagi napake
aproksimacije. S povecˇanjem parametra k se napaka aproksimacije zmanjˇsuje.
Tipicˇna oblika grafa napake aproksimacije je tako imenovana hokejska palica (angl.
hockey stick). Na primeru, na sliki 3.1, napaka na zacˇetku hitro pada. Po navadi
za parameter k izberemo tisto vrednost, kjer se vrednost napake zacˇne zmanjˇsevati
pocˇasneje.
Zaradi stohasticˇne komponente postopka NMF je iskanje ustreznega parametra
k (glej algoritem 5) smiselno izvesti vecˇkrat in nato izracˇunati povprecˇno napako
aproksimacije. Na podlagi grafov tovrstnih povprecˇnih napak smo izbrali vrednosti
za parameter k.
Slika 3.1: Povprecˇna napaka aproksimacije pri danem rangu faktorizacije.
22 POGLAVJE 3. METODE
Algorithm 5 najdi rang()
Vhod:
X : matrika, ki jo zˇelimo faktorizirati.
max rang : maksimalna vrednost ranga faktorizacije, do katere bomo iskali
najboljˇsi rang.
Opis:
Metoda, ki poiˇscˇe najboljˇsi rang nenegativne matricˇne faktorizacije (za klic
metode glej peto vrstico algoritma 1).
1 f o r i = 1 to max rang do
2 W, H = nmf(X, rang = i )
3 aproks imac i ja X = W ∗ H
4 napake aproks imac i j e . add (mean(X−aproks imac i ja X ) )
5 end
6 n a r i s i g r a f ( napake aproks imac i j e )
7
8 /∗ Uporabnik i z b e r e mesto na grafu , k j e r i z h i t r e g a opadanja
9 pre ide v pocasno opadanje oziroma na gra fu najde ob l i ko
10 ” hokejska p a l i c a ” ( angl . hockey s t i c k ) . ∗/
11
12 re turn i z b r a n i r a n g
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Algorithm 6 najdi vse vzorce()
Vhod:
X : matrika, ki smo jo faktorizirali.
W : matrika, ki jo vrne nenegativna matricˇna faktorizacija.
H : matrika, ki jo vrne nenegativna matricˇna faktorizacija.
top n : maksimalno sˇtevilo najboljˇsih vzorcev, ki jih prikazˇemo.
okvir skupine interakcij : obmocˇje, znotraj katerega vsa mesta interakcije
pripiˇsemo enemu predstavniku obmocˇja.
Opis:
Metoda, ki najde najbolj frekventne vzorce proteinov za vsako posamezno skupino
nukleotidov (za klic metode glej sedmo vrstico algoritma 1).
1 Wz = z r a n g i r a n j e (W)
2 Hz = z r a n g i r a n j e (H)
3 X = popravi X (Wz, Hz , X)
4 f o r group in Hz :
5 p o z i c i j e = v r n i p o z i c i j e (W,X, group )
6 v z o r c i = n a j d i v z o r c e ( p o z i c i j e , o k v i r s k u p i n e i n t e r a k c i j )
7 v z o r c i . s o r t ( ) [ : top n ]
8 v s i v z o r c i . add ( v z o r c i )
9 re turn v s i v z o r c i
3.3 Izcˇrpno iskanje
Izcˇrpno iskanje je ena izmed najbolj preprostih metod, ki jih lahko uporabimo
pri resˇevanju danega problema. Zaradi preproste implementacije se uporablja
kot referencˇna metoda pri ocenjevanju uspesˇnosti drugih metod. Izcˇrpno iskanje
preiˇscˇe vse mozˇnosti, kar je mnogokrat cˇasovno zelo zahtevno. Kompleksnost
izcˇrpnega iskanja je odvisna od dolzˇine vzorca, ki ga iˇscˇemo (3.7). V primerjavi z











kjer je n sˇtevilo primerov, z maksimalna dolˇzina kombinacije, ki jo iˇscˇemo, in
f(i) sˇtevilo mozˇnih elementov, ki pridejo v posˇtev za kombinacijo v vrstici i.
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Za faktorizacijo matrike s sto tisocˇ vrsticami in sˇest tisocˇ stolpci NMF potre-
buje nekaj minut, da vrne vse odkrite vzorce. Vzorce nato sortiramo glede na
frekvenco pojavitve vzorcev v podatkih. Izcˇrpno iskanje je pri isti matriki po-
trebovalo 30 minut. Rezultati izcˇrpnega iskanja so vse kombinacije dolzˇine od
ena do maksimalno dolocˇene vrednosti. Kombinacije sortiramo glede na sˇtevilo
vrstic (centrih kompleksov SmB), v katerih se pojavijo. Izcˇrpno iskanje poiˇscˇe
veliko vecˇ kombinacij kot NMF, in sicer predvsem zato, ker pri izcˇrpnem iskanju
postopek popravljanja vhodne matrike X ni prisoten, kot to pocˇnemo pri NMF
s pomocˇjo matrike H. Drugi razlog za vecˇje sˇtevilo kombinacij je nacˇin iskanja
samih kombinacij. Pri izcˇrpnem iskanju preverimo vse kombinacije, ki jih lahko
ustvarimo iz elementov ene vrstice, pri NMF pa celotno vrstico vzamemo kot eno
samo kombinacijo.
3.4 Permutacijski test
Za preverjanje znacˇilnosti odkritih vzorcev z nasˇo metodo smo uporabili permu-
tacijski test. Celoten postopek smo ponovili tridesetkrat. Vsakicˇ smo originalne
podatke o kompleksu SmB nakljucˇno premaknili za ±200 nukleotidov. Na tako
pridobljenih podatkih smo pognali nasˇ algoritem, ki je poiskal vzorce in izracˇunal
delezˇe vzorcev v posameznih genomskih regijah. Povprecˇne vrednosti tridesetih
permutacij smo uporabili kot referencˇne vrednosti, s katerimi smo primerjali rezul-
tate, pridobljene na pravih podatkih. Rezultati permutacijskega testa so prikazani
pod rezultati na pravih podatkih (glej poglavje 4) in predstavljajo povprecˇno vre-
dnost vseh tridesetih nakljucˇnih permutacij.
3.5 Prikaz detektiranih proteinskih kompleksov
Nasˇa metoda generira mnogo rezultatov, kar predstavlja izziv za interpretacijo.
Dolocˇili smo graficˇni nacˇin za prikaz rezultatov, s katerim cˇim bolje prikazˇemo
cˇim vecˇ rezultatov hkrati.
Metoda vrne seznam rezultatov. Posamezne rezultate smo razdelili po sku-
pinah odkritih vzorcev. Vsaki skupini je pripisan nabor mest, ki jih opiˇse. Za
vsako skupimo smo izbrali do pet najboljˇsih kombinacij prisotnosti proteinov, ki
to skupino najbolje opisujejo. Slika 3.2 prikazuje kocˇni produkt vizualizacije. Na
grafu je prikazana distribucija zaznanih interakcij kompleksa SmB na pozicijah
od -40 do +40 nukleotidov relativno glede na mesta interakcije kompleksa SmB.
Vsak vzorec vezave proteinov je prikazan z drugacˇno barvo. Vsi proteini znotraj
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vzorca so povezani med seboj. Za vsak protein prikazˇemo tudi distribucijo za-
znanih interakcij v okvirju velikosti 7 nukleotidov. Nad distribucijo smo v obliki
kroga prikazali tudi skupno sˇtevilo interakcij, ki jih vzorec opiˇse.
Slika 3.2: Odkrite kombinacije proteinov, ki se pojavljajo v okolici mest vezave
kompleksa SmB.
Poleg graficˇne predstavitve je narejena tudi predstavitev rezultatov v formatu
CSV. S prikazom rezultatov v formatu CSV dobimo smiselno razporeditev stolp-
cev in se izognemo predolgemu porocˇilu o rezultatih. Prikaz v formatu CSV je
razdeljen na dva dela. Prvi del predstavlja sˇtiri datoteke, kjer vsaka opisuje eno
genomsko podrocˇje. Drugi del je ena datoteka, kjer so vsa sˇtiri podrocˇja zdruzˇena
skupaj. Razlika je v tem, da datoteka, ki zdruzˇuje vse vzorce, ne more vecˇ prika-
zati posameznih skupin. S pomocˇjo te datoteke lahko opazujemo, kako so vzorci
distribuirani glede na tip regije v primerjavi z ostalimi, in dolocˇimo, katero re-
gijo najboljˇse opisujejo. V datoteke formata CSV smo vkljucˇili podatke o imenih
proteinov znotraj vzorca, sˇtevilo pokritih pozicij tega vzorca in skupine, ki jim
pripada, delezˇ nukleotidov, ki jih vzorec opiˇse glede na nukleotide, ki jih opiˇse nje-
gova skupina, in glede na vse opisane nukleotide. Genomski podrocˇji ekson-intron
in intron-ekson imata sˇe en dodaten stolpec, ki predstavlja dvojiˇski logaritem kvo-
cienta delezˇev nukleotidov, ki jih opiˇse en vzorec, izmed vseh opisanih nukleotidov.
Na ta nacˇin lazˇje primerjamo pripadnost enega vzorca posameznim regijam.
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Poglavje 4
Rezultati in vrednotenje
4.1 Interakcije proteinov v okolici vezavnih mest
kompleksa SmB
Za izbor kakovostne mnozˇice vhodnih podatkov smo uporabili vizualizacijo, s
pomocˇjo katere smo dolocˇili vrednosti vrste parametrov. Slika 4.1 prikazuje dis-
tribucijo zaznanih mest interakcij proteina U2AF65, relativno na mesta interakcij
kompleksa SmB, ki je prikazan v izhodiˇscˇu grafa. Za izris grafa 4.1 smo dolocˇili
vecˇ parametrov: obmocˇje, znotraj katerega opazujemo distribucijo ostalih pro-
teinov, je 250 nukleotidov levo in desno od mesta interakcije kompleksa SmB.
Znotraj tega obmocˇja smo izbrali podrocˇje, kjer distribucija najbolj odstopa od
pricˇakovane enakomerne porazdelitve. Tako smo izbrali parameter okvir, znotraj
katerega merimo gostoto vezavnih mest posameznih proteinov. Isti graf smo lahko
uporabili tudi pri izbiri parametra min cDNA (glej podpoglavje 3.1.1). Iz grafa
na sliki 4.1 in grafov porazdelitev ostalih proteinov je bilo razvidno, da je naj-
bolj informativno obmocˇje v okolici ±40 nukleotidov stran od mesta interakcije
kompleksa SmB in RNA.
Slika 4.1: Distribucija zaznanih mest interakcij proteina U2AF65 relativno na
mesta interakcij kompleksa SmB.
Poleg grafov distribucije interakcij smo za izbiro parametra min cDNA upora-
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bili rezultate ponovitev poskusov. Vse parametre razen min cDNA smo fiksirali
in preverjali rezultate pri vrednostih min cDNA od ena do tri. Tabela 4.1 pri-
kazuje razmerje delezˇev opisanih mest, ki jih proteina U2AF65 in TIA opisujeta
v regijah ekson-intron in intron-ekson. Odnos je izracˇunan med pravilno in na-
sprotno regijo (razmerje p/n). Pri proteinu TIA smo delili delezˇ opisanih pozicij
v regiji ekson-intron z delezˇem v regiji intron-ekson. Pri proteinu U2AF65 smo
delili delezˇ opisanih pozicij v regiji intron-ekson z delezˇem v regiji ekson-intron.
Za ta proteina smo se odlocˇili, ker sta edini znani komponenti kompleksa SmB in
zanju tocˇno vemo, kje in v koliksˇni frekvenci ju lahko pricˇakujemo.
protein p/n
min cDNA = 1
p/n
min cDNA = 2
p/n
min cDNA = 3
U2AF65 13.26 6.95 0.58
U2AF65 rnd NA 8.73 NA
TIA 1.62 2.08 6.05
TIA rnd NA 0.87 NA
Tabela 4.1: Razmerje delezˇev opisanih pozicij v pravilni in napacˇni genomski regiji
za originalne in nakljucˇno permutirane podatke (”U2AF65 rnd”in ”TIA rnd”)
kompleksa SmB.
Iz tabele 4.1 je razvidno, da je na nakljucˇno permutiranih podatkih SmB pri
proteinu TIA razmerje blizu vrednosti ena. Ta rezultat pomeni, da se protein
TIA malenkost bolj pojavlja v regiji intron-ekson kot v regiji ekson-intron, kar pa
ni pravilno oziroma ni pricˇakovani rezultat.
4.2 Izbira ranga faktorizacije
Pri nenadzorovanem ucˇenju po navadi ne vemo dejanskega sˇtevila razredov. Za-
radi tega je treba uporabiti postopek za iskanje najverjetnejˇsega sˇtevila razredov.
Vsi postopki, ki podatke delijo v skupine, delujejo na principu zmanjˇsevanja na-
pake aproksimacije. Tudi pri NMF poskusˇamo dobiti najboljˇso aproksimacijo
prvotne matrike. Zaradi nekaterih lastnosti postopka NMF (glej podpoglavje 3.2)
lahko NMF uporabimo kot orodje za iskanje skupin podobnih podatkov. Sˇtevilo
pricˇakovanih skupin je treba podati vnaprej, in sicer z dolocˇitvijo ranga faktoriza-
cije. Zaradi tega smo pri iskanju ranga morali preizkusiti nabor razlicˇnih vrednosti
in izbrati najboljˇsega s pomocˇjo grafa napake aproksimacije (glej podpoglavje 3.2.3
in slike 4.2, 4.3, 4.4, 4.5).
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Slika 4.2: Povprecˇna napaka aproksimacije glede na rang faktorizacije v genom-
skem podrocˇju ekson-intron.
Slika 4.3: Povprecˇna napaka aproksimacije glede na rang faktorizacije v genom-
skem podrocˇju intron-ekson.
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Slika 4.4: Povprecˇna napaka aproksimacije glede na rang faktorizacije v genom-
skem podrocˇju intronov.
Slika 4.5: Povprecˇna napaka aproksimacije glede na rang faktorizacije v genom-
skem podrocˇju eksonov.
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S slik 4.2, 4.3, 4.4 in 4.5 je razvidno, da se hitrost padanja grafa pri regijah
ekson-intron in intron-ekson spremeni v obmocˇju vrednosti ranga med 50 in 60.
Ker v tem obmocˇju ni nobenih hitrih sprememb, smo se odlocˇili izbrati za rang
vrednost 55, ki je srednja vrednost obmocˇja. V podrocˇjih intronov in eksonov pa se
hitro padanje grafa ustavi pri rangu 90, kar smo tudi izbrali kot rang faktorizacije
teh obmocˇij.
4.3 Primerjava prisotnosti znanih proteinov kom-
pleksa SmB v razlicˇnih genomskih podrocˇjih
Raziskava kompleksa SmB je izmed vseh proteinov, ki so del tega kompleksa, do
sedaj odkrila samo dva proteina. Razlika v interakcijah proteinov U2AF65 in
TIA se najbolje opazi pri stiku eksonov in intronov. Protein U2AF65 je znan po
povecˇanem sˇtevilu vezav na stiku med intronom in eksonom na traku 3’ (angl.
intron-exon junction). Protein TIA, za razliko od U2AF65, ima preferenco do
podrocˇja, kjer se stikata ekson in intron na 5’-koncu (angl. exon-intron junction).
To lastnost dveh proteinov smo uporabili kot kontrolo za nasˇo metodo. Tabela 4.2
prikazuje rezultat nasˇe metode za proteina U2AF65 in TIA.
protein % opisanih pozicij v ei % opisanih pozicij v ie
U2AF65 0.44 3.11
U2AF65 rnd 0.31 2.12
TIA 3.31 1.59
TIA rnd 1.24 1.08
Tabela 4.2: Delezˇ opisanih pozicij v regiji ekson-intron in regiji intron-ekson za
originalne ter nakljucˇno permutirane podatke (”U2AF65 rnd”in ”TIA rnd”) kom-
pleksa SmB.
Iz tabele 4.2 je razvidno, da TIA pokrije vecˇ kot dvakrat vecˇ pozicij na podrocˇju
ekson-intron in U2AF65 sedemkrat vecˇ pozicij na podrocˇju intron-ekson. Pri tem
je protein TIA prisoten v 38 razlicˇnih kombinacijah, U2AF65 pa v 90 razlicˇnih
kombinacijah. Pri proteinu U2AF65 so bile tri kombinacije prisotne na obeh
podrocˇjih, pri proteinu TIA pa samo ena kombinacija.
Tabela 4.3 prikazuje sˇtiri kombinacije proteinov U2AF65 in TIA, ki smo jih
odkrili v obeh genomskih regijah. Tri kombinacije proteina U2AF65 jasno prikazu-
jejo, da je ne glede na pojavitev v regiji ekson-intron sˇe vedno vecˇji delezˇ opisanih
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U2AF65 (-39 → -32) -0.080 0.15 0.15
U2AF65 (-39 → -32) rnd NA 0.01 0.08
U2AF65 (-32 → -25) -0.639 0.13 0.21
U2AF65 (-32 → -25) rnd NA 0.01 0.07
U2AF65 (-25 → -18) -3.955 0.03 0.47
U2AF65 (-25 → -18) rnd NA 0.03 0.07
TIA (-18 → -11) -0.853 0.22 0.39
TIA (-18 → -11) rnd -0.540 0.09 0.12
Tabela 4.3: Dvojiˇski logaritem kvocienta delezˇev in delezˇa opisanih pozicij v regiji
ekson-intron in regiji intron-ekson za proteine, ki se pojavljajo v obeh regijah.
Prikaz rezultatov originalnih in nakljucˇno permutiranih podatkov (”U2AF65 (-39
→ -32) rnd, TIA (-18 → -11) rnd, itn.) kompleksa SmB.
interakcij v regijah intron-ekson. Pri proteinu TIA se samo ena kombinacija sopo-
javlja v obeh regijah in ima vecˇji delezˇ opisanih pozicij v regiji intron-ekson, ki pa
sˇe vedno ni znatno vecˇji. Zraven imena vsakega proteina je v oklepajih napisano
tudi podrocˇje nukleotidov, na katerem je ta kombinacija zaznana. Interakcije smo
zdruzˇevali v manjˇse skupine zaporednih nukleotidov zaradi zmanjˇsevanja sˇtevila
kombinacij. Vse sˇtiri kombinacije imajo skupno lastnost, da so zaznane dokaj
dalecˇ od mesta interakcije kompleksa SmB z RNA, kar tudi zmanjˇsuje njihovo
znacˇilnost za to pozicijo.
V ostalih dveh regijah se oba proteina pojavljata z dosti vecˇjim delezˇem. Ta-
bela 4.4 prikazuje delezˇe opisanih interakcij v intronih in eksonih.
protein % opisanih pozicij v gi % opisanih pozicij v ge
U2AF65 25.03 39.83
U2AF65 rnd 36.57 54.75
TIA 23.42 26.11
TIA rnd 4.68 9.91
Tabela 4.4: Delezˇ opisanih pozicij v intronu in eksonu za originalne ter nakljucˇno
permutirane podatke (”U2AF65 rnd”in ”TIA rnd”) kompleksa SmB.
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Podrocˇja intronov so zelo malo raziskana. Cˇeprav se nanje vezˇe velika vecˇina
proteinov, je razumevanje njihove vloge zelo pomanjkljivo. Na eksone se prav tako
vezˇe mnogo proteinov, ki so del spajalnega telesca. To se odrazˇa tudi v izjemno
velikem sˇtevilu opisanih pozicij, ki ga opisujeta oba proteina.
4.4 Vzorci interakcije v okolici mest vezave kom-
pleksa SmB
Pri iskanju najboljˇsih vzorcev smo skupine sortirali glede na sˇtevilo nukleotidov, ki
jih opiˇsejo. Skupine smo potem rocˇno pregledali in dolocˇili najbolj zanimive glede
na proteine, ki se v njej vezˇejo, in postavitev vezav proteinov glede na distribucijo
vezav kompleksa SmB (na grafih prikazano s temno zeleno barvo). Vzorce vsake
genomske regije smo obravnavali posebej.
4.4.1 Podrocˇje ekson-intron
V regijah ekson-intron je prisoten protein TIA kot zˇe znana komponenta kompleksa
SmB. Pri iskanju zanimivih vzorcev smo iskali ujemanja z distribucijo kompleksa
SmB in vzorce, v katerih se pojavlja protein TIA. Protein PTB se je pokazal kot
zelo dober primer, ki ustreza obema kriterijema. Poleg v eni skupini, ki je bila
sestavljena samo iz kombinacij proteina PTB, je bil PTB prisoten sˇe v treh drugih
skupinah skupaj s proteinom TIA. Poleg sopojavitve se je kot pomembna lastnost
pokazala razdalja med zaznani interakcijami. Mesto interakcij proteina PTB je
bilo vedno okrog 20 nukleotidov desno od mesta interakcije proteina TIA. Slike
4.6,4.7,4.8 in 4.9 prikazujejo sˇtiri skupine, v katerih se pojavlja protein PTB.
Protein HuR se je pokazal za zanimivega. Pojavlja se v sˇtirih skupinah in
opisuje veliko pozicij. Zanimiv je zaradi distribucije, ki se v vseh sˇtirih skupinah
popolnoma ujema z lokalnimi ekstremi distribucije kompleksa SmB. Protein HuR
je znan po tem, da sodeluje pri regulaciji dolocˇenih komponent, ki vplivajo na
formiranje in vezavo spajalnega telesca. Slike 4.10, 4.11, 4.12 in 4.13 prikazujejo
sˇtiri skupine, v katerih se pojavlja protein HuR.
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Slika 4.6: Odkrite kombinacije proteina PTB, ki se pojavljajo v okolici mest vezave
kompleksa SmB.
Slika 4.7: Odkrite kombinacije proteina PTB, ki se pojavljajo v okolici mest vezave
kompleksa SmB.
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Slika 4.8: Odkrite kombinacije proteina PTB, ki se pojavljajo v okolici mest vezave
kompleksa SmB.
Slika 4.9: Odkrite kombinacije proteina PTB, ki se pojavljajo v okolici mest vezave
kompleksa SmB.
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Slika 4.10: Odkrite kombinacije proteina HUR, ki se pojavljajo v okolici mest
vezave kompleksa SmB.
Slika 4.11: Odkrite kombinacije proteina HUR, ki se pojavljajo v okolici mest
vezave kompleksa SmB.
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Slika 4.12: Odkrite kombinacije proteina HUR, ki se pojavljajo v okolici mest
vezave kompleksa SmB.
Slika 4.13: Odkrite kombinacije proteina HUR, ki se pojavljajo v okolici mest
vezave kompleksa SmB.
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4.4.2 Podrocˇje intron-ekson
Na 3’-koncu so bili vzorci, ki vkljucˇujejo znane dele kompleksa SmB, manj izrazˇeni.
Protein U2AF65 se je vecˇinoma pojavljal v kombinacijah, kjer je bil edini prisoten.
Edini protein, ki smo ga detektirali v kombinaciji s proteinom U2AF65, je bil
Musashi. Ta se je vedno pojavljal na fiksni razdalji 10 nukleotidov levo od proteina
U2AF65. Razen zanimive postavitve proteinov je bilo sˇtevilo opisanih pozicij
premajhno, da bi ta vzorec dolocˇili za pomembnega.
Proteina, ki sta se izkazala kot bolj zanimiva, sta RNPS1 in Btz. Pri kombi-
nacijah, ki vkljucˇujejo protein RNPS1, smo opazili zanimiv pojav pri distribuciji
interakcij kompleksa SmB. Ta je vedno dosegala lokalni ekstrem 20 nukleotidov
desno od mesta interakcije proteina RNPS. Kot kazˇejo slike 4.14, 4.15, 4.16, 4.17 in
4.18, protein RNPS1 opisuje samo del vseh nukleotidov, ki jih opisuje ta skupina.
To lahko pomeni, da kompleks SmB vpliva na vezavo proteina RNPS1. Mozˇna je
tudi obratna razlaga, vendar bi to pomenilo, da je bila eksperimentalna detekcija
proteina RNPS1 slabsˇe izvedena kot detekcija kompleksa SmB.
Protein Btz se v nekaterih primerih sopojavlja z zelo visokimi frekvencami (glej
slike 4.19, 4.20, 4.21, 4.22). Delezˇ interakcij, ki jih Btz v taksˇnih skupinah opiˇse,
je nad 95%. Protein Btz je del kompleksa EJC (angl. exon-junction complex ), ki
sodeluje pri posttranskripcijskem uravnavanju mRNA.
Slika 4.14: Odkrite kombinacije proteina RNPS1, ki se pojavljajo v okolici mest
vezave kompleksa SmB.
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Slika 4.15: Odkrite kombinacije proteina RNPS1, ki se pojavljajo v okolici mest
vezave kompleksa SmB.
Slika 4.16: Odkrite kombinacije proteina RNPS1, ki se pojavljajo v okolici mest
vezave kompleksa SmB.
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Slika 4.17: Odkrite kombinacije proteina RNPS1, ki se pojavljajo v okolici mest
vezave kompleksa SmB.
Slika 4.18: Odkrite kombinacije proteina RNPS1, ki se pojavljajo v okolici mest
vezave kompleksa SmB.
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Slika 4.19: Odkrite kombinacije proteina Btz, ki se pojavljajo v okolici mest vezave
kompleksa SmB.
Slika 4.20: Odkrite kombinacije proteina Btz, ki se pojavljajo v okolici mest vezave
kompleksa SmB.
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Slika 4.21: Odkrite kombinacije proteina Btz, ki se pojavljajo v okolici mest vezave
kompleksa SmB.
Slika 4.22: Odkrite kombinacije proteina Btz, ki se pojavljajo v okolici mest vezave
kompleksa SmB.
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4.4.3 Podrocˇje intronov
Podrocˇje intronov je znano po tem, da je zelo popularno za veliko razlicˇnih pro-
teinov, ampak je tudi najmanj raziskano. Skupine, formirane na tem podrocˇju,
imajo lastnost, da so njihove kombinacije sestavljene vecˇinoma samo iz enega pro-
teina in da imajo zelo visok delezˇ opisanih pozicij, glej tabelo 4.5. Poleg znanih
komponent kompleksa SmB so najbolj pogosti proteini hnRNPA1, HuR, PTB in
hnRNPC. Za te je znano, da sodelujejo v regulaciji na mestih mRNA, kamor se
povezuje tudi spajalno telesce.
protein % opisanih pozicij v gi % opisanih pozicij v
skupini
hnRNPA1 42.12 93.89
hnRNPA1 rnd 34.76 65.26
HuR 26.74 94.66
HuR rnd 39.70 73.35
PTB 22.67 84.25
PTB rnd 21.30 40.48
hnRNPC 21.09 91.61
hnRNPC rnd 35.07 35.89
Tabela 4.5: Delezˇ opisanih pozicij v skupini in regiji intronov za originalne in
nakljucˇno permutirane podatke (hnRNPA1 rnd, HuR rnd, itn.) kompleksa SmB.
Visok delezˇ opisanih interakcij v skupini, ki ga imajo vsi proteini v tabeli 4.5,
kazˇe na povezavo med kompleksom SmB in temi proteini.
4.4.4 Podrocˇje eksonov
Na podrocˇju eksonov se kot na podrocˇju intronov vezˇe veliko razlicˇnih proteinov.
Zaradi te lastnosti nam ne predstavlja zanimivega podrocˇja, ker je zelo tezˇko
dolocˇiti pomembne vzorce. Vecˇina vseh odkritih vzorcev se pojavlja z zelo visoko
frekvenco. Proteini, ki se najbolj pogosto pojavljajo, so enaki kot pri podrocˇju
intronov (glej tabelo 4.5).
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Poglavje 5
Sklepne ugotovitve
Na zacˇetku diplomske naloge smo si zadali dva cilja. Razvoj metode za detekcijo
komponent proteinskih kompleksov v interakciji z RNA smo uspesˇno dokoncˇali.
Zacˇetni nabor vhodnih podatkov smo uspesˇno obdelali in zmanjˇsali na najbolj
informativno podmnozˇico. Pri tem postopku smo uporabili vecˇ razlicˇnih parame-
trov, ki smo jih morali odkriti. S faktorizacijo nenegativnih matrik smo razdelili
podatke v optimalno sˇtevilo skupin in za vsako poiskali vse vzorce mest vezave
proteinov v okolici vezave kompleksa SmB. Na koncu smo razvili metodo za prika-
zovanje rezultatov, nato pa smo preverili sˇe delovanje metode na realnih podatkih
o kompleksu SmB.
Za doseganje vseh ciljev smo uporabili predznanje iz molekularne biologije in
strojnega ucˇenja. Diplomsko delo je zahtevalo veliko razlicˇnih poskusov in konzul-
tacij z eksperti biologi. Odprlo je veliko novih vprasˇanj in prikazalo izjemno kom-
pleksnost problema razumevanja interakcij proteinskih kompleksov. Omogocˇilo
nam je, da ugotovimo napake v podatkih in postopkih, ter pustilo mozˇnost za
nadaljnjo raziskavo.
5.1 Pomembnost kakovosti podatkov
Uporabljeni podatki so bili razlicˇnih kakovosti. Razlika v kakovosti je bila sˇe
najbolj opazna, cˇe smo primerjali podatke, pridobljene z razlicˇnimi metodami in
v razlicˇnih laboratorijih. Podatki, ki smo jih uporabili, so bili pridobljeni v enem
laboratoriju z istim postopkom, ampak v razlicˇnih poskusih. V vsakem poskusu
so bili uporabljeni drugacˇni parametri, pa tudi obseg sekvenciranja podatkov je
bil razlicˇen. Z vzorcˇenjem podatkov na enako sˇtevilo enot smo poskusili iznicˇiti
pristranskosti, ki jih potencialno lahko vnasˇajo eksperimentalne razlike.
V nekaterih primerih se je zgodilo, da je metoda dolocˇene logicˇne skupine
45
46 POGLAVJE 5. SKLEPNE UGOTOVITVE
razbila na vecˇ locˇenih skupin. K temu je vodila predvsem slaba kakovost podat-
kov. Majhna ucˇinkovitost povezovanja s svetlobo UV v metodi iCLIP je imela
velik vpliv na odkrivanje skupin (glej poglavje 2.3). Pri vsaki metodi je zelo po-
membno, da so podatki cˇim bolj kakovostni, vendar boljˇse metode lahko iz manj
kakovostnih podatkov vecˇ odkrijejo. Nasˇa metoda uporablja samo informacijo o
mestu interakcije, kar nikakor ni dovolj, da bi odkrili logicˇne skupine, ker so po-
datki razprsˇeni na vecˇ RNA-jih. V nadaljnjem razvoju metode bi bilo smiselno
omogocˇiti vkljucˇevanje dodatnih informacij, s katerimi bi omilili vzroke za zgoraj
omenjene tezˇave.
5.2 Uporabnost predznanja
Pri razvoju in vrednotenju algoritmov smo uporabili veliko predznanja iz stroj-
nega ucˇenja, matematike in molekularne biologije. Pri predprocesiranju podatkov
poskusov smo uporabili biolosˇko predznanje. Iz podatkov smo izlocˇili proteine, za
katere je znano, da ne vstopajo v kompleks SmB, in se tako izognili nepotrebnemu
racˇunanju. Pri dolocˇanju vrednosti parametrov smo prav tako uporabili predzna-
nje o biolosˇkih lastnostih proteinov in tudi nasvete avtorjev metode iCLIP. Pri
izbiri parametrov je bilo treba razumeti tudi nacˇin delovanja matricˇne faktoriza-
cije in vpliv spremembe razlicˇnih parametrov na rezultate, ki jih vrne postopek
faktorizacije. Pri vrednotenju rezultatov smo ponovno uporabili predznanje iz bi-
ologije ter tako preverili, ali odkrite kombinacije vsebujejo pricˇakovane skupine
proteinov v okolici kompleksa SmB.
5.3 Iskanje komponent proteinskih kompleksov
Na rezultate iskanja komponent proteinskih kompleksov vpliva mnogo parametrov.
Odkriti vzorci so bili vecˇinoma sestavljeni iz enega ali dveh razlicˇnih proteinov. Ni
nam uspelo odkriti nove komponente kompleksa SmB. Vseeno smo dobili zanimive
rezultate, ki smo jih lahko preverili, in na ta nacˇin ovrednotili predlagano metodo.
Veliko najdenih kombinacij je vsebovalo zˇe znane proteine, ki so del drugih kom-
pleksov in vplivajo na vezavo kompleksa SmB. Poleg informacije o sestavi vzorca je
bila pomembna tudi informacija o delezˇu opisanih pozicij. Pri komponentah kom-
pleksa SmB smo porocˇali sˇe o razmerju med delezˇi opisanih pozicij (log2ratio)
(glej podpoglavje 3.5). Pri vseh meritvah smo porocˇali o rezultatih permutacij-
skega testa, s cˇimer so rezultati postali bolj jasni. Permutacijski test je pokazal,
da se odkriti vzorci znacˇilno razlikujejo od rezultatov na nakljucˇnih podatkih. To
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nakazuje pravilnost delovanja metode in pravilnost njenih rezultatov.
5.4 Nadaljnje delo
Diplomsko delo je odprlo veliko novih vprasˇanj. Kompleksnost problema je dalecˇ
presegla okvire diplomske naloge. Hkrati je ustvarila veliko nacˇrtov za nadaljnje
delo. Slabi podatki so nam pokazali, da bo treba uporabiti vecˇ razlicˇnih virov
in izkoristiti vse mozˇnosti, ki jih ponuja NMF. Zanimivo bi bilo preucˇiti, kako
se detektirana mesta interakcij spreminjajo skozi razlicˇne stopnje fragmentiranja.
Metodo bi bilo vredno preveriti tudi na podatkih o drugih proteinskih kompleksih
(npr., kompleks proteinov EJC).
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